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背　　景
　現在，我が国では，肥満やそれに伴って発症するメタボリッ
クシンドロームが社会問題となっている．肥満の原因は遺伝
因子の他に環境因子である過食，高脂肪食，運動不足が大き
く関与しており，特に内臓脂肪蓄積型肥満はインスリン抵抗
性を引き起こし，糖尿病，高血圧，脂質代謝異常，動脈硬化
などのメタボリックシンドロームを発症する基盤となるた
め注意が必要である（Matsuzawa, 2006; Mathieu et al., 2008）．
　肥満が進行すると脂肪細胞が肥大化し，メタボリックシン
ドロームの原因となるtumor necrosis factor-αやplasminogen 
activator inhibitor-１等の各種アディポサイトカインが分泌され
ることが知られている（Hotamisligil et al., 1993; Funahashi et al., 
1999）．一方，抗糖尿病薬として使用されているチアゾリジ
ン誘導体は，脂肪細胞分化のマスターレギュレーターとして
知られるperoxisome proliferator-activated receptor γ （PPARγ）のリ
ガンドとなることで脂肪細胞分化を促進し，小型の脂肪細胞
を増加させるため，メタボリックシンドロームの抑制作用を
有する（Okuno et al., 1998; Kubota et al., 1999; Yamauchi et al., 2001）．
しかしこのような薬剤は，脂肪細胞分化を強力に促進し脂肪
細胞数を増加させることで肥満を誘発するなどいくつかの
副作用が報告されているため（Yamauchi et al., 2001; Mudaliar 
et al., 2003），穏やかに脂肪細胞分化を促進する副作用のない
食品由来成分が注目されている．
　ビワ（Eriobotrya japonica L．）はバラ科ビワ属に属する常緑
高木で，その果実は甘く，生食される他はジャム，果実酒，
缶詰などに加工され食されている．一方，ビワ葉は，古来よ
りインドや中国では漢方薬として，また我が国でも「枇杷葉
湯」などの飲料として夏ばてや食中毒予防の民間薬として利
用されてきたが，その果実に比べて大部分は廃棄されあまり
利用されていないのが現状である．またビワ葉の機能性に関
しては，その抽出物が抗炎症（Cha et al., 2011），抗糖尿病（Li 
et al., 2007），高脂血症予防（Shih et al., 2010）作用などを有す
ることが報告されているが，それらはいずれも有機溶媒によ
る抽出物の効果であり，水抽出物の機能性に関する科学研究
はあまり進んでいない．
　そこで本試験では，ビワ葉の茶としての利用を考え，ビワ
葉の水抽出物がPPARγ活性や脂肪細胞分化に及ぼす影響を検
討した．
材料および方法
供試材料
　ビワ葉は千葉県南房総市の「道の駅とみうら枇杷倶楽部」
より７月に提供を受けた．ビワ葉は，提供後すぐに水道水で
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洗浄後，凍結乾燥機（FDU-2100，EYELA）を用いて ４ 日間
凍結乾燥を行った．小型協力粉砕機（FM-1，大阪ケミカル
株式会社）を用いて破砕した乾燥ビワ葉7.5gに蒸留水150mL
を加え，80˚Cの湯浴中で３時間振盪した．遠心分離（室温，
15,000rpm，10分）により上清を回収し，凍結乾燥後，100mg/mL 
となるように蒸留水を加え，超音波破砕器（QSonica Q55，
ワケンビーテック）を用いて抽出物の粘度を下げた後，
2.2µm 孔のシリンジフィルター（Millipore）を通し，これを
ビワ葉水抽出物とした．
PPARγレポーターアッセイ
　アフリカミドリザル腎臓由来のCV１細胞（American Type 
Culture Collectionより購入）を６cm プレートに10％FBS含有
培地を用いて4.5×104cells/mLで播種し，CO2インキュベーター
にて，37˚C，相対湿度100％，５％ CO2環境下で24時間培養
した．OPTI-MEM培地（Life Technologies）に0.5µg pM-PPARγ，
2.5µg p4×UASg-tk-luc，50ng pRL-CMVを混合して250µLとし，
ここに125µL Multifectum（Promega）を混合して室温で30分静
置した．その後125µL OPTI-MEMを加えて室温で５分反応さ
せたあと，さらに２mL OPTI-MEMを加えてからCV1細胞に
添加し，４時間CO2インキュベーター内で培養し，プラスミ
ドのトランスフェクトを誘導した．
　96well plateに各濃度のビワ葉水抽出サンプルを添加した
10％FBS含有DMEM（Dubeccoʼs Modiﬁed Eagle Medium）（日水
製薬株式会社）を50µLずつ入れ，トランスフェクトの終了
したCV1細胞を10×104 cells/mLで同様に50µLずつ加えて
100µL/wellとし，CO2インキュベーター内で24時間培養を行っ
た．
　PBSでCV1細胞を洗浄した後，Dual-Glo Luciferase Assay 
System （Promega）を用いて以下の手順でレポーター活性の測
定を行った．Lysis Bufferを25µL/wellで加え５分間振とうして
細胞を破砕後，この細胞溶解液20µLを96 wellルミヌンクプ
レート（Thermo Scientiﬁc）に移し，Dual-Glo Luciferase Reagent
を50µL/wellで加え，室温で10分間インキュベートした．マイ
クロプレートリーダー（Inﬁnit 200Pro；TECAN）を用いて，
ホタルルシフェラーゼの活性を測定した後，Dual-Glo Stop & 
Glo Reagentを50µL/wellで加え，室温で10分間インキュベート
し，同様にウミシイタケルシフェラーゼ活性を測定した．
3T3-L1細胞の培養
　マウス由来前駆脂肪細胞株である3T3-L1（ヒューマンサイ
エンス振興財団より分譲）を10％FBS含有DMEM培地を用い
て，２×104 cells/mLで24 well plateに播種しコンフルエントに
なるまでCO2インキュベーター内で培養した．コンフルエン
トに達した２日後に，0.25µM DEX （dexamethasone）（Wako），
１µg/mL insulin （Sigma），0.5mM IBMX （Wako）を含む10％
FBS含有DMEM培地を添加し，分化誘導を行った．48時間後，
insulinのみを含む10%FBS含有DMEM培地に交換し，さらに
５日間培養を行った．各濃度のビワ葉水抽出物の添加は，上
記の培養期間を通して行った．
Oil Red O 染色
　分化誘導後，７日間培養した3T3-L1細胞の培地を除去せず
に冷10％ホルマリン/PBSを250µL/wellで添加し，20分間室温
で放置した．その後，培地を除き，新たに冷10％ホルマリン
/PBSを165 uL/wellで加え，１時間室温で放置し，細胞の固定
を行った．ホルマリンを除き，２～３回蒸留水で洗浄を行っ
た後，濾過した0.5％オイルレッドO/2⊖プロパノール溶液を
250µL/wellで細胞に加え，１時間室温で染色を行った．染色
後は，蒸留水で洗浄後に風乾させ，２⊖プロパノールを
150µL/wellで添加して20分間振とうさせ，Oil Red Oを溶出さ
せた．96 well plateに各溶出サンプルを100µLずつアプライし，
マイクロプレートリーダー（Inﬁnite 200Pro）を用いて550nm
の吸光度を測定した．
統計解析
　結果は，平均値±標準誤差で表した．また，各測定値を比
較するために，Excel統計ver 6.0（株式会社エスミ）を用いて，
等分散性を確認した後，ウィリアムズの検定により，５％ま
たは１％以下の危険率で有意差の有無を判定した．
結果と考察
　PPARγはリガンド依存性受容体型転写因子で，retinoid X 
receptorとヘテロダイマーを形成することで（Spiegelman and 
Flier, 1996; Kersten et al., 2000），adipocyte protein ２やlipoprotein 
lipaseなどの脂肪蓄積に関わる遺伝子群の発現を制御し，脂
肪細胞分化を促進することが知られている（MacDougald and 
Lane, 1995; Rosen et al., 1999）．従って，PPARγ活性化作用を有
する食品成分の摂取は，インスリン感受性の良い小型の脂肪
細胞を増加させることで，血糖値の低下を誘導する（Yamauchi 
et al., 2001）．
　そこで我々は，まず，ヒト由来のPPARγリガンド結合ドメ
インと酵母由来のGAL4 DNA結合ドメインからなるキメラタ
ンパク質を合成するプラスミドpM-PPARγとGAL４応答配列
を上流に持ち，前述のキメラタンパク質により発現を制御さ
れるようデザインされたウミボタル由来ルシフェラーゼレ
ポータープラスミドp4×UASg-tk-lucを導入したPPARγレポー
ターアッセイ系（Takahashi et al., 2002）を用いて，ビワ葉水
抽出物中にヒトPPARγの活性化作用を有する成分が存在する
のか否かについて検討を行った．なお，導入効率の是正は，
ウミシイタケ由来ルシフェラーゼ発現プラスミドである
pRL-CMVを細胞に同時に導入することで行った（Takahashi 
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et al., 2002）．
　その結果，ビワ葉水抽出物は濃度依存的にPPARγレポー
ター活性を上昇させた（図１）．このことより，ビワ葉水抽
出物中にはPPARγの活性化作用を有する成分が含まれている
ことが示唆された．
　そこで我々は次に，PPARγの活性化作用を示したビワ葉水
抽出物が実際に脂肪細胞分化を促進するか否かについて検
討するため，マウス由来前駆脂肪細胞株である3T3-L1細胞を
用いて，ビワ葉水抽出物がその分化に及ぼす影響を調べた．
その結果，ビワ葉抽出物は濃度依存的に3T3-L1細胞における
脂肪滴の蓄積を増加させた（図２）．
　以上の結果より，ビワ葉水抽出物中にはPPARγ活性化作用
を有する成分が含まれており，これによって脂肪細胞分化促
進作用を示す可能性が示唆された．
　これまで，ビワ葉エタノール抽出物中にはtormentic acid，
maslinic acid，corosolic acid，oleanolic acid，ursolic acidといった
トリテルペン類が含まれており，マウスにおいては抗肥満作
用やインスリン抵抗性および高脂血症の改善作用があるこ
とが報告されている（Shih et al., 2010）．アビエチン酸（Takahashi 
et al., 2003）やデヒドロアビエチン酸（Kang et al., 2008）など
のテルペノイドは，PPARγのアゴニスト作用があることが報
告されており，実際，oleanolic acid（Wei et al., 2014）および
ursolic acid （Kim et al., 2013）はPPARγアゴニストとして作用す
ることが報告されている．しかしながら，これらのテルペノ
イドは水には不溶性であることから，本試験でPPARγ活性化
作用を示したビワ葉水抽出物中の成分とは異なると考えら
れる．これまで様々な食品由来成分にPPARγ活性化作用があ
ることが見出されてきたが（Goto et al., 2013），PPARγの活性
を促進する水溶性の成分はほとんど見出されていないのが
現状である．従って，本試験で用いたビワ葉水抽出物中には
新規のPPARγ活性化成分が含まれる可能性が考えられる．
　一般に水溶性成分は細胞膜を透過することができないた
め，細胞膜上の受容体を介して作用すると考えられている．
細胞膜上の受容体からPPARγ活性に影響を与え得るシグナル
としては，cAMP依存性シグナルやWnt/β-cateninシグナルなど
が知られている（Farmer, 2005）．従って，本試験においては，
ビワ葉由来の成分が細胞外または細胞膜上からこれらのシ
グナル活性に影響を与えることで，PPARγの活性化や脂肪細
胞分化を誘導した可能性が考えられる．
　本試験の結果より，ビワ葉にはこれまでに見出されている
いくつかの脂溶性のPPARγアゴニスト以外にも水溶性の
PPARγ活性化成分が含まれ，それが脂肪細胞分化を促進する
ことが示唆された．水溶性のPPARγ活性化成分は食品や飲料
として利用しやすく，また食品由来PPARγ活性化成分の長期
的な摂取は，インスリン感受性の良い小型の脂肪細胞を増加
させることで抗糖尿病作用を発揮することが期待されるた
め，今後はビワ葉水抽出物中から新規のPPARγ活性化成分の
同定が期待される．
和文抄録
　肥満は，糖尿病や高脂血症，高血圧，動脈硬化症などのメ
タボリックシンドロームと呼ばれる病態の主要なリスク
ファクターとなっている．肥満が進行すると脂肪細胞が肥大
化し，メタボリックシンドロームの原因となる各種アディポ
サイトカインが分泌される．一方，脂肪細胞分化のマスター
レギュレーターとして知られるperoxisome proliferator-activated 
receptor γ （PPARγ）の活性化成分は脂肪細胞分化を促進し，
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図１　ビワ葉水抽出物によるPPARγ転写活性の促進
　ビワ葉水抽出物をPPARγレポーターベクターを導入したCV1細胞に24
時間添加したところ，濃度依存的なルシフェラーゼレポーター活性の
上昇が認められた．結果は平均値±標準誤差で示した．検定は，
Williamsの多重比較法により行った（P*＜0.05）．
インスリン感受性の良い小型の脂肪細胞を増加させるため，
メタボリックシンドロームの抑制作用を有する．本試験の結
果より，ビワ（Eriobotrya japonica L．）葉の水抽出物が濃度依
存的にPPARγ転写活性を上昇させるとともに，3T3-L1前駆脂
肪細胞の分化を促進することが明らかとなった．このことよ
り，ビワ葉中には水溶性のPPARγ活性化成分が含まれ，それ
が脂肪細胞分化の促進作用を示すことが示唆された．
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